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BACULOVIRUS RECOMBINANT ET SON UTILISATION POUR LA 
PRODUCTION D'ANTICORPS MONOCLONAUX. 

La presente Invention est relative a un 
baculovirus modi fie et a son utilisation pour la 
production d ' immunoglobulines . 

Les anticorps ou immunoglobulines sont 
produits par les lymphocytes B. Chaque lymphocyte B 
secrete un seul type d ' anticorps . Chaque molecule 
d' immunoglobuline est constituee de 1 ' association de deux 
chaines lourdes (H) et deux chaines legeres (L) reliees 
par des ponts disulfures . Chaque chalne est constituee 
d'une partie variable (VH et VL) qui possede le site de 
fixation a I'antigene et d'une partie constante (CH et 
CL) , II existe plusieurs types de chaines lourdes (yl, y2 , 
y3, y4 , a, e, [i) qui def inissent les dif f erentes classes 
d' immunoglobulines (IgGl, IgG2 , IgG3 , IgG4, IgA, IgE, 
IgM. . . ) et deux types de chaines legeres : (chaine kappa 
(K) et chaine lambda (X) . Par exemple les anticorps de 
classe IgGl sont constitues de deux chaines lourdes de 
type 71 et de deux chaines legeres K ou lambda Les 
parties variables sont le support de la specificite de 
1' anticorps pour son antigene. 

Pour chaque chaine d'un anticorps donne, la 
region variable est constituee de plusieurs domaines dont 
certains sont plus ou moins conserves . Le rearrangement 
de ces regions variables est le fruit d'une recombinaison 
au niveau de I'ADN genomique des lymphocytes B.. 

Les anticorps monoclonaux sont class iquement 
produits a partir de cultures de lignees d ' hybridomes , 
chaque lignee, derivee d'un seul lymphocyte B, secretant 
un seul type d ' immunoglobuline , 

Les anticorps monoclonaux (MAbs) sont utilises 
courainment aujourd'hui pour le diagnostic in vitro, et 
leur utilisation en therapie et pour le diagnostic in 
vivo connai t: un developpement prome 1 1 eur . Ce 
developpement est toutefois freine par le fait que les 



seuls anticorps monoclonaux dont on puisse disposer 
relativement facilement et en quantite suffisante a 
partir des cultures d ' hybridomes sont des anticorps 
monoclonaux de rongeurs. Or, les immunoglobulines de 
rongeurs (et de maniere generale les immunoglobulines 
non-humaines) induisent chez 1 ' homme une reponse immune 
indesirable, ce qui limite considerablement leur interet 
therapeutique . 

De nombreuses recherches ont ete effectuees 
dans le but d'obtenir des immunoglobulines ne possedant 
pas cet inconvenient ; il a en particulier ete propose de 
fabriquer par genie genetique des anticorps recombinants, 
dans lesquelles la plus grande partie possible de la 
molecule est derivee d'un gene d'origine humaine. 

Les anticorps obtenus, dans lesquels seuls les 
domaines variables sont d'origine non-humaine, sont 
denommes anticorps chimeriques, Il existe egalement des 
anticorps dits hiomanises, dont les sequences des regions 
variables non directement impliquees dans la 
reconnaissance de I'antigene ont ete remplacees par des 
sequences d'origine humaine. Dans les deux cas, la 
majeure partie de la molecule d ' immunoglobuline est 
derivee d'un gene d'origine humaine. 

L'obtention d' anticorps par genie genetique 
necessite toutefois le choix d'un hote d' expression 
approprie, assurant les modifications post- 

traductionnelles necessaires pour reproduire les 
proprietes de 1' anticorps natif. Dans ce but il a ete 
propose, entre autres, d'utiliser le systeme 
baculovirus/cellules d'insectes. 

Les baculovirus sont utilises courammment 
comme vecteurs pour 1' expression de genes heterologues , 
places sous controle des promoteurs viraux, dans des 
cellules d'insectes infectees. Le promoteur de la 
polyedrine ou bien celui de la plO (proteines produites 
en grande quantite pendant la phase tres tardive du cycle 



de replication viral) sont ainsi frequemment utilises 
dans ce but . 

HASEMAN et CAPRA [Proc. Natl. Acad. Sci , USA, 
87, 3942-3946 (1990)], PUTLITZ et al . [Bio/Technology, 8, 
651-654, (1990)], REIS et al . [Bio/Teclinology , 10, 910- 
912 , (1992 ) ] ont ainsi construit des baculovirus 
comportant deux copies du promoteur de la polyedrine, 
1 • une de ces copies controlant 1 ' expression d ' un gene 
codant pour la clialne lourde d ' une immunoglobuline de 
souris, 1' autre controlant 1' expression d'un gene codant 
pour la ciiaine legere de la meme innmunoglobuline . Les 
cellules d'insectes infectees par ces baculovirus ont 
secrete des immunoglobulines possedant sensiblement les 
memes proprietes que les anticorps d'origine 
lymphocytaire, qui ont servi de modele . Cependant , la 
structure des baculovirus . modifies de la sorte ne se 
maintient pas au-dela de quelques cycles de replication 
virale . 

La presente Invention a pour but de produire a 
la fois la cliaine lourde (H) et la cliaine legere (L) d'un 
anticorps donne dans une cellule d'insecte, en utilisant 
un vecteur d • expression derive d ' un baculovirus , ne 
presentant pas les inconvenients des vecteurs 
d ' expression du meme type utilises dans 1 ' art anterieur 
pour la production d ' immunoglobulines . 

Dans ce but les Inventeurs ont construit un 
baculovirus double recombinant dans lequel la sequence 
codante de chacune des deux chaines H et L est sous le 
controle d'un promoteur fort different. 

La presente Invention a pour objet un 
baculovirus recombinant, caracterise en ce qu'il 
comprend : 

une cassette d' expression comprenant une 
sequence codant pour au moins une partie d ' une cliaine H 
d'une immunoglobuTine, ~ laquelle sequence' est placee sous 
controle transcriptionnel d ' un premier promoteur fort de 



baculovirus, ou d'un derive dudit premier promoteur, et ; 

- une cassette d' expression comprenant une 
sequence codant pour au moins une partie d'une chalne L 
d'une immunoglobuline, laquelle sequence est placee sous 
controle transcript ionnel d'un second promoteur fort de 
baculovirus, ou d'un derive dudit second promoteur ; 
le premier et le second promoteur etant deux promoteurs 
differents ou des derives de promoteurs differents, 1 ' un 
des promoteurs etant situe a 1 ' emplacement occupe chez le 
baculovirus sauvage, par le promoteur de la polyedrine et 
1' autre etant situe a 1 ' emplacement occupe chez le 
baculovirus sauvage, par le promoteur de la PIO. 

A titre d'exemple de promoteurs forts 
utilisables pour la mise en oeuvre de la presente 
invention, on citera les promoteurs de la polyedrine et 
de PIO des baculovirus AcMNPV ou SlMNPV. D' autre part, on 
entend par "derive de promoteur" un promoteur synthetique 
ou recombinant, obtenu a partir d'un promoteur de 
baculovirus, et fonctionnel en cellules d'insectes ; a 
titre d'exemple on citera le promoteur synthetique d^crit 
par WANG et al, [Gene, 100, 131-137, (1991)]. 

Salon un premier mode de realisation d'un 
baculovirus recombinant conforme a la presente Invention, 
chaque cassette d' expression comprend : (i) un promoteur 
fort de baculovirus, tel que defini ci-dessus ; (ii) una 
sequence codant pour un peptide signal ; (iii) une 
sequence codant pour un domaine variable d'une chalne H 
ou L d' immunoglobuline ; (iv) une sequence codant pour au 
moins une partie d'un domaine constant d'une chalne H ou 

L d ' immunoglobuline . 

Un tel baculovirus recombinant constitue un 
vecteur d' expression directement utilisable pour la 
production d ' immunoglobulines dans une cellule d'insecte. 

De preference, la sequence codant pour le 
peptide signal qui est placee sous contrSle du premier 
promoteur et la sequence codant pour le peptide signal 



qui est placee sous controle du second promoteur sent 
deux sequences differentes. 

Un grand nombre de sequences codant pour des 
peptides signaux fonctionnels en cellules d'insecte sont 
utilisables pour la mise en oeuvre de la presente 
Invention, A titre d'exemples non limitatifs, on citera 
les sequences codant pour les peptides signaux de 
1 ' acetylcholinesterase de Drosophile, de la 

trophoblastine ovine, des chaine H et L d'immuno- 
globulines, etc. . . 

Selon un autre mode de realisation d ' un 
baculovirus recoinbinant conforme a la presente Invention, 
chaque cassette d' expression comprend : (i) un promoteur 
fort de baculovirus, tel que defini ci-dessus ; (ii) une 
sequence codant pour un peptide signal, telle que definie 
ci-dessous ; (iii) au moins un site permettant 
1' insertion d'une sequence codant pour un domaine 
variable d ' immunoglobuline entre la sequence codant pour 
la partie constante et la sequence codant pour le peptide 
signal ; (iv) une sequence codant pour au moins une 
partie d'un domaine constant d * immunoglobuline . 

Chaque site permettant 1' insertion de la 
sequence codant pour le domaine variable est choisi de 
fagon a etre unique dans le genome du baculovirus 
recombinant. A titre d'exemple, un site Bsu36l peut etre 
insere entre la sequence peptide signal et la sequence 
codant pour la partie constante de la chaine lourde, et 
un site £^83-871 entre la sequence peptide signal et la 
sequence codant pour la partie constante de la chaine 
legere . 

Par insertion d'une sequence codant pour un 
domaine variable d ' immunoglobuline dans chacun de ces 
sites, on obtient un vecteur d' expression conforme au 
premier mode de realisation decrit ci-dessus. 

Les sequences codant pour les domaines 
constants et variables peuvent etre de meme origine, ou 



d ' origine dif f erente ; il peut s ' agir egalement de 
sequences synthetiques ou recombinantes . Avantageusement , 
la sequence codant pour le domaine constant est d' origine 
humaine ; la sequence codant pour le domaine variable 
peut etre d' origine humaine ou au moins partiellement 
non-humaine, par exemple d'origine murine, etc 

Selon encore un autre mode de realisation 
prefere de la presente Invention, 1 ' un des promoteurs est 
le promoteur de la plO ou I'un de ses derives, et 1' autre 
est le promoteur de la polyedrine ou I'un de ses derives. 

La presente Invention englobe des cellules 
d* insecte infectees avec un baculovirus recombinant 
conforms a 1 ' invention . 

L' infection des cellules par un baculovirus 
double recombinant conforme a 1' Invention resulte dans la 
production des chaines H et Ces chaines s'assemblent 

pour reconstituer I'anticorps monoclonal desire qui est 
par la suite secrete dans le milieu de culture. 

La presente Invention a egalement pour objet 
un procede de preparation d'une immunoglobuline, 
caracterise en ce que 1 ' on met en culture des cellules 
d ' insecte infectees avec un baculovirus recombinant 
conforme a 1' invention, et en ce que 1 ' on extrait ladite 
immunoglobuline du milieu de culture. 

La presente Invention englobe egalement les 
immunoglobulines susceptibles d' etre obtenues par le 
procede ci-dessus . 

La presente Invention a en outre pour objet un 
procede de preparation d'un baculovirus recombinant tel 
que def ini ci-dessus, lequel procede est caracterise en 
ce que : 

1 'on prepare un premier plasmide de 
transfert comprenant une sequence codant pour au moins 
une partie de chaine H d ' immunoglobuline , sous controle 
transcriptionnel d'un premier promoteur fort d'un 
baculovirus, ou d'un derive dudit premier promoteur ; 



- I'on prepare un second plasmide de transfert 
comprenant une sequence codant pour au moins une partie 
de chaine L d ' immunoglobuline, sous controle 
transcriptionnel d'un second promoteur fort dudit 
baculovirus, ou d'un derive dudit second promoteur ; 

le premier et le second promoteur etant deux 
promoteurs differents ou des derives de promoteurs 
dif f erents ; 

et I'on precede a la recombinaison homologue 
de I'un et de 1' autre desdits plasmides avec I'ADN d'un 
baculovirus . 

La construction d'un baculovirus recombinant 
conforme a 1' Invention se fait en utilisant les 
techniques classiques de clonage de genes heterologues 
Chez les baculovirus. 

Schematiquement , la construction des plasmides 
de transfert se fait en inserant dans un plasmide capable 
de se repliquer chez un hote bacterien (en general E. 
coli) , la region du gene de baculovirus (par exemple plO 
ou polyedrine) a la place duquel on souhaite inserer les 
genes codant pour les chaines H ou L d ' immunoglobuline . 
Dans cette region, la sequence codante du gene de 
baculovirus (et eventuellement la sequence promoteur 
dudit gene) est remplacee par la sequence codant pour la 
chaine d ' immunoglobuline a exprimer (et eventuellement 
par la sequence du promoteur sous controle duquel on 
souhaite exprimer cette chaine d ' immunoglobuline, s'il 
s'agit par exemple d'un promoteur "derive"), Le plasmide 
de transfert ainsi obtenu contient done un insert 
comprenant une sequence heterologue flanquee de sequences 
de baculovirus. On cotransfecte ensuite les cellules 
d'insecte avec I'ADN du vecteur de transfert ainsi 
realise et I'ADN du baculovirus, ce qui par recombinaison 
homologue entre I'ADN viral et les sequences de 
baculovirus flanquant la sequence heterologue dans le 
plasmide, permet le transfert de la sequence etrangere du 



plasmide vers le genome viral. 

Apres replication de I'ADN viral dans les 
cellules transf ectees, 1 ' on precede a la selection des 
baculovirus recombinants ayant integre la sequence 
heterologue . 

Selon un mode de mise en oeuvre prefere du 
precede conforme a la presente Invention, les plasmides 
de trans fert utilises portent un insert comprenant : une 
cassette d' expression telle que definie ci-dessus, et de 
part et d' autre de cette cassette, des sequences de 
baculovirus homologues de celles des regions flanquant la 
portion du genome viral en remplacement de laquelle on 
souhaite inserer ladite cassette. 

Selon une disposition particulierement 
avantageuse de ce mode de mise en oeuvre, lesdites 
sequences de baculovirus sont homologues de celles des 
regions flanquant le gene de la plO, ou homologues de 
celles des regions flanquant le gene de la polyedrine. 

La presente Invention sera mieux comprise a 
I'aide du complement de description qui va suivre, qui se 
refere a des exemples de preparation de baculovirus 
recombinants conformes a 1' invention, et a leur 
utilisation pour la production d ' immunoglobulines dans 
des cellules d'insectes. 

II doit etre bien entendu toutefois que ces 
exemples sont donnes uniquement a titre d ' illustration de 
I'objet de 1' Invention dont ils ne constituent en aucune 
maniere une limitation. 



Example 1. : Construction d'une cassette 
chaine 16gere Kappa, (pBCK) (Figure 1) : 

a- Plasmide pGmAcll6T : 

Ce vecteur de transfert est derive du plasmide 
pGmAcllST [ROYER et al . , J. Virol., 66, 3230-3235, 
(1992)], lui-meme derive du plasmide pAcl [CHAABIHI et 
al., J. Virol., 67, 2664-2671 (1993)] contenant le 
fragment EcoRI-I du baculovirus de la polyedrose 
nucleaire d' Autographa californica (AcMNPV) , et done le 
gene polyedrine, et les sequences flanquant ledit gene. 
Pour obtenir pGmAcll6T, le plasmide pGmAcllST a ete 
delete d'un fragment de 1900pb allant d'un site Ec^RI 
situe en amont du gene polyedrine a un site Xho l situe 
1900pb en aval de ce site E^RI . La deletion a ete 
effectuee par coupure exhaustive Xhol, suivie d'une 
coupure partielle par EcoRI . 5 |J,g du plasmide pGmllST ont 
ete digeres pendant 2 heures a 37 'C par 15 unites 
d- enzyme ZilQl (Boehringer) , dans un volume react ionnel de 
50 ^1 et dans les conditions preconisees par le 
fournisseur. L • enzyme a ete eliminee par une extraction 
au phenol/chloroforme et I'ADN plasmidique a ete 
precipite a I'alcool. Get ADN a ete ensuite partiellement 
coupe par EcoRI (Boehringer) dans un volume reactionnel 
de 50 [il en presence de 0,5 unite d' enzyme. L' incubation 
a ete faite a 37 'C pendant 20 minutes. Apres une nouvelle 
extraction au phenol/chloroforme, les extremites generees 
par les coupures Xhd et EcoRI ont ete rendues franches 
par 1 ' enzyme de Klenow (Biolabs) en presence des 4 dNTPs 
selon le protocole preconise par le fournisseur. L ■ ADN 
plasmidique a enfin ete precipite a I'alcool et incube 
avec la ligase du phage T4 (Boehringer) dans les 
conditions preconisees. Des bacteries E. coli competentes 
ont ete transformees par une partie du melange de 
ligation, le criblage des colonies issues de cette 
transformation a permis de selectionner le plasmide 
pGmAcll6T. 
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b- Les promoteurs : 

Le promoteur plO ou le promoteur polyedrine du 
virus de la polyedrose nucleaire de Spodoptera littoralis 
(SIMNPV) sont amplifies par PGR en utilisant des amorces 
permettant de reconstituer un site EcoRV en amont du 
promoteur, et un site Bgill en aval, Le produit 
d' amplification est digere par EqpRV et BalH. et les 
fragments portant les sequences promotrices sont inseres 
dans pGmAcll6T prealablement digere par ces m§mes 
enzymes. La digestion par E^RV et BaiH permet 
d'eliminer le promoteur polyedrine de AcMNPV, et de le 
remplacer par I'un des deux promoteurs cites plus haut , 

Les plasmides obtenus sont respect ivement 
appeles pGmAclO (promoteur de la plO) , ou pGmAc33 
(promoteur de la polyedrine) , 

c- Peptide signal : 

La sequence codante choisie pour le peptide 
signal est la suivante : 

5'-ATG AAA GAG GTG TGG TTG TTG GTC GTC GTG GTG GCC. GGT 
CGG AGA TGG GTG GTG TG2.-3 ' 

Gette sequence a ete choisie a partir des 
sequences publiees par Van ES J.H,, HEUTINK M. , AANSTOOT 
H., and LOGTENBERG T. [Journal of Immunology 149, 492- 
497, (1992) ] . 

Gette sequence a ete synthetisee chimiquement 
sous forme de deux oligonucleotides complementaires (OPP- 
HuPS-5 ' et OPP-HuPS-3 ' ) ayant des extremites permettant 
1' insertion du duplex dans un site Bgi II . A I'une des 
extremites du duplex, il y a une sequence correspondant a 
celle du debut de la "charpente 1" (framework 1) des 
chaines legeres (avec le site S^D / suivie d'une 
sequence portant un site Xh^I . Deux modifications 
(soulignees dans la sequence ci-dessus) ont ete realisees 
pour optimiser 1' usage des codons de cette sequence dans 
le systeme baculovirus . Pour 1 ' appariement , 15 |ig de 
chacun des deux oligonucleotides sont incubes dans 50 (ll 



de tampon (Tris 1 mM pH 7,5, EDTA 0,1 mM) , pendant 5 
minutes dans un bain marie a 70 'C. Le bain est ensuite 
laisse refroidir jusqu'a temperature ambiante (22 a 
25 *C) . Le melange est utilise directement dans les 
reactions de ligation avec les plasmides pGmAclO ou 
pGmAc33 prealablement coupes par Bal ll . 

Les conditions de ligation sont les 

suivantes : 

l|lg du plasmide pGmAc choisi coupe par Bal ll . 
l|ig de 1 ' oligonucleotide bicatenaire portant la sequence 
codant pour le peptide signal, 2|il de tampon ligase lOX 
(BOEHRINGER) , eau distillee q.s.p. 19|ll, 1 unite de 
ligase (BOEHRINGER) ; 1 ' incubation est effectuee a 22'*C 
pendant 2 heures ; le produit de ligation est utilise 
pour transformer des bacteries E.coli competentes, 
d- Region constante : 

La sequence codante de la region constante de 
la chaine legere K humaine a ete amplif iee par PGR en 
utilisant comme matrice de I'ADNc de lymphocytes B 
humains . Les lymphocytes humains (environ 5x10^) ont ete 
prepares a partir de 200 ml de sang en utilisant 
HISTOPAQUE® (SIGMA). L ' ARN total a ete extrait de ces 
lymphocytes en utilisant un kit PHARMACIA (RNA extraction 
kit). Le premier brin d'ADNc a ete prepare a partir de 
I'ARN total a I'aide du kit "First-Strand cDNA synthesis 
kit" de PHARMACIA. 

Les amorces utilisees pour amplifier le cDNA 
CK sont les suivantes : 
* HuCkBAC : 

5 ' -AG CTC GAG ATC AAA CGG-3 ' 
(le site Xho l est souligne) . 

Cette amorce correspond a une sequence 
consensus en 3 ' des sequences codant pour les domaines 
variables des chaines legeres d ' immunoglobulines de 
souris ( JK) , et contient un site de coupure par Xhol. 



* HuCKFOR : 

5 ' -GAA_SAT_CTA AC A CTC TCC GCG GTT GAA G-3 ' 
(le site Bal ll est souligne) . 

Cette amorce est complementaire de I'extremite 
3 ' des genes CK hiomains et apporte un site Bgill en aval 
du codon stop TAG. 

L ' amplification avec les amorces HuCkBAC et 
HuCKFOR a permis d'obtenir un fragment d' environ 340 pb 
contenant la totalite de la region CK encadree des sites 
Xhol et Bal ll . 

Le produit de 1 ' amplification a ete digere par 
Balll et Xho l avant d'etre clone dans les sites XhQl- 
Bal ll des plasmides pGmAc portant la sequence codant pour 
le peptide signal, pour donner les plasmides pBCK. 

La composition du melange de ligation est la 

suivante : 

Ijig du plasmide pGmAc coupe par Xhol et 
Bal ll ; 2 00 ng du fragment Ck amplifie et digere par 
BcLlII et Xho l, 2)11 de tampon ligase lOX (BOEHRINGER) , eau 
distillee q.s .p. 19til, 1 unite (1^.1) de ligase 
(BOEHRINGER) . 

L ' incubation est ef f ectuee a 22 'C pendant 2 
heures ; le produit de ligation est utilise pour 
transformer des bacteries E.coli competentes. 

Example 2 - Cassette chaine legere Lambda 
(pBCX) (figure 2) : 

a. Region constante CX : 

Comme pour la sequence codante de la region 
constante Ck, la sequence codante CX a ete obtenue par 
amplification par PGR de 1 ' ADN complementaire des ARN 
messagers de lymphocytes B humains. 

L' amplification par PGR de la region C\ a ete 
realisee en presence de 1' amorce OPP-HuCX3 ' 
complementaire de 1 ' extremite 3 • des regions CX et 
apportant le site de restriction Bgail et de 1 ' amorce 
OPP-HuCX5 • complementaire de I'extremite 5' des regions CX 



et apportant le site de restriction Xho l . 

Les sequences des deux amorces sont les 

suivantes : 
*0PP-HuC?l3 ' : ' 

5 • -CCT GTC AGA TCT ATG AAC ATT CTG TAG GGG-3 ' 
(site Bgail souligne) 
*0PP-HuCX5 ' : 

5 ' -COG CCC TCC CTC GAG CTT CAA-3 ' 
(site Xho l souligne) 

Apres coupure par les enzymes Bel li et Xho l , 
la sequence CX amplifiee est inseree ' entre les sites Xho l 
et Bgail du plasmide pBCK, prealablement delete du gene CK 
par traitement par les enzymes Bglll et Xho l et 
purification du fragment plasmidique de 7,8 kb. 

Le plasmide obtenu est denomme pBCX. 

L' insertion de la region constante A<ambda a 
ete verifiee par sequengage du plasmide pBCX, en presence 
des deux amorces OPP-HuCXS ' et OPP-HuCX5 ' , 

La cassette chaine lambda (CX) est destinee au 
clonage des parties variables de chaines legeres de type 
lambda . 

Ces parties variables sont amplifiees par PGR 
en utilisant d ' une part une amorce (OPP-HuVXS') qui 
hybride au niveau de la charpente 1 des chaines legeres 
et qui permet de reconstituer un site Sad , et d' autre 
part une amorce (OPP-HuVXS ' ) qui est quasiment 
complementaire de 1 ' amorce OPP-HuCA.5 • et qui permet de 
reconstituer un site Xho l , 

Les sequences de ces amorces sont les 

suivantes : 

* OPP-HuVA.5 ' : 

5 ' -CA(GC)TCTSAS£TCAC(GT)CAG-3 ' 
(site Sad souligne) 

* OPP-HuV;\.3 ' : 

5 '~^TTG~ AAG C'TC CTC" GAG~ GGA~ GG'g' CGG "gAA-3^ " 
(site Xhol souligne) 
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Exemple 3 - Cassette chaine lourde yl (pBCyl) 
(figure 3) : 

a- Plasmide de trans fert : 

Le plasmide pGml6 [BLANC et al. Virology, 192, 
5 651-654, (1993)] derive d'un plasmide dans lequel a ete 
clone le fragment EcoRI-P du baculovirus AcMNPV contenant 
le gene plO. La quasi-totalite de la sequence codante a 
ete deletee et remplacee par un site Bgill permettant 
1 ' insertion de sequences a exprimer sous le controle du 
10 promoteur plO . 

b- Le peptide signal : 

La sequence codante de ce peptide est celle 
d'un gene VH de souris (NEUBERGER M.S., 1983. EMBO J, 2, 
1373-1378) : 

15 5'-ATG GGA TGG AGC TGT ATC ATC CTC TTC TTG GTA GCA ACA 

GCT ACA GGT GTC CAC TTC -3 ' 

Elle a ete synthetisee chimiquement sous forme 
de brins complementaires , de maniere a ce qu'elle puisse 
etre inseree dans un site Bgail (figure 3) . Les 
20 conditions d ' appariement et de ligation sont identiques a 
celles utilisees pour le clonage de la sequence codante 
du peptide signal utilisee pour la chaine legere. 

c- Regions constantes humaines : 
- IgGl (Cyl) 

25 Le cDNA de la sequence codante de la region 

Cyl humaine a ete amplif ie par PCR en utilisant les 
amorces suivantes : 
*HuCYlBAC : 

5 ■ CAA GGT ACC ACG GTC ACC GTC TCC - 3 ' 
30 (site Kon l souligne) . 

Cette amorce correspond a une sequence 
consensus des regions JH murines (extremites 3' des 
regions variables des chaxnes lourdes murines), et 
comprend un site Kon l . 



^HuCylFOR : 

5 ' -G AAGATC TC A TTT ACC CGG AGA GAG GGA G-3 ' 
(site Bgail souligne) . 

La sequence a ete determinee a partir de 
sequences Cyl humaines . L' amorce est complementaire de 
I'extremite 3' des Cyl humaines, et permet de reconstituer 
apres amplification un site Bal ll en aval du codon stop. 

La matrice utilisee pour amplifier la region 
Cyl humaine est le meme melange d'ADNc que celui utilise 
pour 1 ' amplification des sequences codantes Ck et CX 

Le produit d ' amplification a ete sequence et 
clone dans le vecteur de transfert pGml6 portant la 
sequence codant pour le peptide signal. La construction 
obtenue a ete appelee pBCyl (figure 3) . 

Pour 1 ' amplification des regions constantes 
des immunoglobulines IgG2 , lgG3 , IgG4, IgE, IgM et IgA, 
on utilise comme amorce 5' 1' amorce HuCylBAC ci-dessus 
associee respectivement aux amorces 3 ' suivantes : 

- lgG2 : 
HuCylFOR, 

- IgG3 : 
HuCylFOR, 

- IgG4 ; 
HuCylFOR, 

- IgE : 

5 * - G AAGATC T CATTT ACC GGG ATT TAG AGA- 3 ' , 

- IgM : 

5 * -G AAGATC T CA TTT ACC GGT GGA CTT GTC GTC-3 ' , 

- IgA : 

S-G AAGATCT CA GTA GCA GGT GCC GTC CAC CTC-3 ' . 

Pour les regions constantes des IgGl, 2, 3 et 
4, la meme amorce est utilisee en 3 ' en raison de la 
girande conservation de sequences entre les differentes 
sous-classes dans cette partie. Pour les amorces 
utilisees pour les IgE, les IgM et les IgA, les sites de 
coupure Bal ll introduits sont soulignes . 
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Exemple 4 - Expression d'un anticorps chimera 
( sour is -Homme) dans des cellules d'insecte infect^es par 
un vecteur conforme a 1' invention : 

Le MAb K2 0 est un anticorps murin produit par 
5 un hybridome. II est dirige centre la sous-unite p des 
recepteurs CD29 des lymphocytes [BOUMSELL et al . , J. Exp. 
Med, 152, p. 229 (1980)]. Un baculovirus recombinant 
conforme a 1' invention a ete utilise pour exprimer un 
anticorps K20 chimere ayant les regions variables du K2 0 
10 d'origine et les regions constantes humaines provenant 
des cassettes pBCK et pBCyl . 

1. Clonage de la region variable de la chaine 
legere k de K2 0 : 

L'ARN total de I'hybridome a ete extrait a 
15 I'aide du kit "RNA extraction Kit" de PHARMACIA, et une 
transcription inverse a ete realisee en utilisant 
1" amorce VKFOR (First-Strand cDNA Synthesis kit 
PHARMACIA) : 

*VKFOR : 5 ' - CCG TTT GAT CTC GAG CTT GGT CCC 3 ' 

20 (site Xho l souligne) 

Cette amorce est complementaire de la sequence 
consensus a I'extremite 3' de la region variable Vk des 
genes murins . Elle est destinee a amplifier les VK 
rearrangees avec les jonctions JKl ou Jk2 (qui sont les 

25 plus repandues) , mais egalement celles rearrangees avec 
les jonctions Jk4 ou Jk5 . 

Le cDNA a ete amplifie par PCR en utilisant 
d'une part 1' amorce VKFOR et d' autre part 1' amorce Vk2BAC: 
*Vk2BAC : 5'- GAC ATT GAG CTC ACC CAG TCT CCA -3' 

30 (site Sad souligne) . 

La sequence de cette amorce est identique a 
une sequence precedemment publiee [WINTER et CLACKSON, 
Nature, 352, p 624, (1991)]. VK2BAC est capable 
d' amplifier les regions variables murines Vk3, Vk4 et Vk6 . 

35 Apres amplification de la region VKK2 0, une 

digestion Sac l- Xho l du produit d ' amplification a ete 
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realisee et le fragment obtenu a ete clone entre les 
sites et Xhol du plasmide chaine legere pBCK pour 

donner le plasmide pBVKK2 0HuCK (figure 4A) . 

2- Clonage de la region variable de la chaine 
lourde yl de K2 0 : 

La transcription inverse sur I'ARN total 
extrait de I'hybridome producteur de K20 a ete realisee 
en utilisant 1 'amorce VHFOR. Cette meme amorce, et 
1' amorce VHIBAC ont par la suite servi a amplifier la 
region VH a partir de I'ADNc : 

*VHFOR : 5'-TGA GGA GAG GGT GAG CGT GGT aCC TTG GC-3 ' 
(Site Kon l souligne) . 

*VH1BAC : 5 '-AG GT(C/G) (A/C)A(A/G) CTG GAG (C/G) AG 

TC(A/T) GG-3 ' 

(Site Pst I souligne) . 

VHFOR est identique a une amorce decrite par 
ORLANDI et al . (1989. Proc . Natl. Acad, Sci . USA 86, 
3833-3837), la seule difference se situant au niveau du 
"a" qui remplace un "C" (cf. site Kpnl souligne ci- 
dessus ) . 

Apres amplification et digestion par Pst I et 
Kml/ la region VH de K2 0 a ete inseree dans le plasmide 
chaine lourde au niveau des sites Pst l- Kon l. Le plasmide 
charge a ete appele pBVHK2 0HUCYl (figure 4B) . 

3 - Construction d ' un virus recombinant 
produisant le K2 0 chimere (figure 5) : 

a- Insertion de la chaine lourde : 
Le plasmide charge pBVHK2 0HUCYl a ete utilise 
en cotransf ection avec I'ADN d'un baculovirus modifie 
appele AcSLplO [CHAABIHI et al . , J. Virol., 67, 2664-2671 
(1993)], qui est depourvu du gene polyedrine 
(promoteur+sequence codante) , mais porte la sequence 
codante de la polyedrine sous controle du promoteur PIO, 
dans le locus naturel PIO. Ce virus produisant des 
polyedres "dans les "cellules ' inf ect^es" ~la~ ^ecombinaison ~ 
au niveau du locus PIO peut ainsi etre facilement 
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detectee. Les conditions de cotransf ection sont les 
suivantes : 50 0 ng d'ADN viral sont melanges avec 5 |ig 
d'ADN plasmidique et 40 ^ll de solution DOTAP (BOEHRINGER) 
dans 3 ml de milieu de culture sans serum pour cellules 

d'insectes. Ce melange est utilise pour recouvrir 4 x 10 
cellules Sf9 (ATCC35CRL 1711) ; apres 4 heures de 
contact, le melange de cotransf ection est remplace par 4 
ml de milieu complet et 1 ' incubation est faite a 27 
pendant 5 jours. 

A la suite de la cotransf ection, le virus 
produisant la chaine lourde de 1 'anticorps K20 chimere 
sous le controle du promoteur PlO a ete purifie par la 
technique des plages de lyse. Ce virus a ete appele 
AcSLplO-K20H. 

b- Insertion de la chaine legere : 

Le plasmide charge pBVKK2 0HUCK a ete utilise 
en cotransfection avec 1 ' ADN du baculovirus modif ie 
AcSLplO-K20H. 

Les doubles recombinants ont ete selectionnes 
par la technique de la dilution limite, associee a 
I'ELISA et/ou a 1 ' hybridation moleculaire. 

Apres la cotransfection, on effectue une gamme 
de dilutions du surnageant infectieux, et chaque dilution 
est utilisee pour 1 ' infection de cellules d'insectes. 
Trois jours apres 1' infection, les surnageants sont 
testes en ELISA pour rechercher la presence d' anticorps 
de type humain correctement assembles. Les surnageants 
des puits les plus posit if s pour les dilutions les plus 
importantes sont a leur tour dilues et utilises pour 
infecter d'autres cultures ; apres quelques cycles 
dilution/ infection, les surnageants enrichis en 
baculovirus produisant 1' anticorps entier sont etales sur 
un tapis cellulaire, et clones par la methode des plages 
de lyse. 
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Exemple 5 - Production et purification de 
I'anticorps K2 0 : 

Le virus double recombinant a ete amplifie par 
una serie de passages sur des cellules d'insecte en 
5 culture. Le stock viral a ete ensuite utilise pour 
infecter une culture agitee en spinner (500 ml de culture 
a 10^ cellules par ml) , 

Apres 72 heures d' infection, la culture est 
recoltee et centrifugee a 1000 g pour clarifier le 
10 surnageant . Ce dernier a ete concentre jusqu'au 1/3 de 
son volume initial par centrifugation a travers une 
membrane ayant un seuil de coupure de 3 0 kDa (CENTRIPEP 
30, Amicon) (lere centrifugation : lOOOg, 20 *C, 30 
minutes ; elimination du filtrat ; 2eme centrifugation : 
15 lOOOg, 20'C, 20 minutes). 

La solution a ete equilibree dans un tampon de 
fixation sur proteine A, par dilution dans ce tampon 
suivie d'une nouvelle concentration par centrifugation 
(tampon de dilution : Glycine 1,5M, NaCl 3M; pH 8,9). La 

2 0 solution equilibree est ensuite passee dans une colonne 

de proteine A, elle meme equilibree dans le meme tampon 
que la solution de K2 0. Apres ringage de la colonne, 
I'anticorps est elue par un tampon d'elution (Acetate 
0,1M, NaC10,5M; pH3 ) . L ' elution est suivie en mesurant la 
25 DO a 280 nm. Les fractions contenant I'anticorps ont ete 
melangees et concentrees par centrifugation a travers une 
membrane ayant un seuil de coupure de 10 kDa (CENTRIPEP 
10, AMICON). La solution concentree est diluee avec du 
PBS puis reconcentree de la meme maniere. La solution 

3 0 d'anticorps obtenue est conservee a -h4'C dans le PBS 

(137 mM NaCl ; 2 , 7 mM KCl ; 4 , 3 mM Na2HPO4-7H20 ; 1,4 mM 
KH2PO4 . 

La qualite de I'anticorps a ete controlee par 
_ . . .electrophorese __sur gel. _ _ de_ _polyac_rylamide_--SpS_, _ en 
3 5 utilisant comme temoin une IgGl humaine du commerce 
(SIGMA). Cette experience a montre que I'anticorps 
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chimere non-reduit (ponts disulfure intacts) migre au 
m§me niveau que I'anticorps humain temoin, 

Apres traitement par le dithiotreitol (DTT) , 
on observe 1' apparition de deux bandes correspondant aux 
5 chalnes lourdes et legeres, et migrant au meme niveau que 
les chaxnes de I'anticorps hxomain temoin egalement reduit 
au DTT. 

Pour confirmer les resultats precedents, les 
proteines des fractions comprenant I'anticorps ont ete 

10 transferees sur une membrane de nitrocellulose, et les 
chaines H et L ont ete detectees par des anticorps 
specif iques des region Cyl et Ck humaines . 

Cette experience demontre que I'anticorps 
produit par les cellules d'insectes est bien constitue de 

15 chaines H et L, et que les parties constantes de ces 
chalnes sont reconnues par des anticorps specif iques. 

Example 6 - Test de I'activite et de la 
specificity du K20 produit par les cellules d'insectes : 

L' anticorps monoclonal K2 0 est dirige centre 

20 la sous unite Pl des integrines humaines (recepteur CD29) 
localisee a la surface des lymphocytes. La fixation de 
K20 sur la molecule CD29 inhibe la proliferation des 
lymphocytes T4 humains actives [GROUX et al • , Nature, 
339, 152-154, (1989)]. L'effet suppressif de K20 sur la 

25 proliferation cellulaire T permet d'envisager 
1 ' utilisation de cet anticorps dans la prevention des 
re jets de greffes. Pour tester I'activite de I'anticorps 
K2 0 chimerique produit conformement a 1' invention, deux 
types d ' experiences ont ete realises : 

30 1 ' immunofluorescence et 1' inhibition de la proliferation 
lymphocytaire T. Les protocoles experimentaux suivis ont 
pour I'essentiel ete precedemment decrits [GROUX et al . 
Nature 339, 152-154 (1989); TICCHIONI et al . Journal of 
Immunology 151, 119-127 (1993)]. 



1- Experiences d ' imunof luorescence : 
Des lymphocytes humains port ant le recepteur 
CD2 9 ont ete fixes sur lame de verre puis incubes en 
presence du K2 0 chimerique produit conf ormement a 
1' Invention, du K20 murin d'origine, ou du tampon seul . 

Apres une serie de ringages/ on rajoute ou 
bien un anticorps secondaire fluorescent specifique du 
K20 chimerique produit conformement a 1' Invention, ou 
bien un anticorps secondaire fluorescent specifique du 
K2 0 murin d'origine. 

Apres un nouveau ringage, les preparations ont 
ete observees au microscope pour visualiser la 
fluorescence, Ceci a montre que le K2 0 chimerique produit 
conformement a 1 • Invention se fixe de maniere specifique 
sur les lymphocytes portant le CD2 9, tout comme le temoin 
positif K20 murin d'origine ; aucune fluorescence n'a ete 
detectee en I'abscence des anticorps K2 0. 

2- Inhibition de la proliferation des 
lymphocytes 004"^ par K2 0 : 

Des lymphocytes humains 004"^ ont ete actives 
par un anticorps anti-CD3 en presence d ' interleukine-2 . 
Les anticorps K20 chimerique conforme a 1' Invention, ou 
K2 0 murin d ' origine ont ete raj out es ( 2 0 )Llg/ml ) pour 
verifier leur effet sur la proliferation lymphocytaire . 
Une experience avec un anticorps non-inhibiteur [GROUX et 
al. Nature, 339, p 152, (1989)] a ete realisee pour 
servir de temoin negatif. 

La proliferation est mesuree en comptant la 
quant ite de thymidine -^H incorporee apres 4 jours de 
culture suite aux traitements par les anticorps. On 
observe 50 a 70% d' inhibition de la proliferation quand 
les cellules ont ete incubees avec 1 'anticorps K20 
produit conformement a 1' Invention. 



L ' anticorps K20 
positif) inhibe egalement 
lymphocytes actives dans les 
70%. 



murin d ' origine ( temoin 
la . proliferation des 
memes proportions : 50 a 
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REVENDICATIONS 
1) Baculovirus recombinant, constituant un 
vecteur d' expression utilisable pour la production 
d' immunoglobulines dans une cellule d'insecte, et 
caracterise en ce qu'il comprend : 

- une cassette d' expression comprenant une 
sequence codant pour au moins une partie d'une chaxne H 
d'une immunoglobuline, laquelle sequence est placee sous 
contr61e transcriptionnel d ' un premier promoteur fort de 
baculovirus, ou d'un derive dudit premier promoteur, et ; 

- une cassette d' expression comprenant une 
sequence codant pour au moins une partie d'une chaine L 
d'une immunoglobuline, laquelle sequence est placee sous 
controle transcriptionnel d'un second promoteur fort de 

15 baculovirus, ou d'un derive dudit second promoteur ; 

le premier et le second promoteur etant deux promoteurs 
differents ou des derives de promoteurs differents et le 
premier et le second promoteur etant deux promoteurs 
differents ou des derives de promoteurs differents et 
I'un des promoteurs etant situe a 1 ' emplacement occupe 
Chez le baculovirus sauvage, par le promoteur de la 
polyedrine et 1' autre etant situe a 1 ' emplacement occupe 
Chez le baculovirus sauvage, par le promoteur de la PIO . 

2) Baculovirus recombinant selon la 
revendication 1, caracterise en ce que chaque cassette 
d' expression comprend : (i) un promoteur fort de 
baculovirus, et sous controle dudit promoteur : (ii) une 
sequence codant pour un peptide signal ; (iii) une 
sequence codant pour un domaine variable 

30 d' immunoglobuline ; (iv) une sequence codant pour un 
domaine constant d'une chaine H ou L d ' immunoglobuline . 

3) Baculovirus recombinant selon la 
revendication 1, caracterise en ce que chaque cassette 
d' expression comprend : (i) un promoteur fort de 

35- - baculovirus," et sous contr6le dudi~t ' promoteur (ii) une 
sequence codant pour un peptide signal ; (iii) au moins 
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un site permettant 1' insertion d'une sequence codant pour 
un domaine variable d ' immunoglobuline entre la sequence 
codant pour la partie constante et la sequence codant 
pour le peptide signal ; (iv) una sequence codant pour au 
moins une partie d'un domaine constant d ' immunoglobuline . 

4) Baculovirus recombinant selon l*une 
quelconque des revendications 2 ou 3 , caracterise en ce 
que la sequence codant pour un peptide signal placee sous 
controle du premier promoteur, est differente de la 
sequence codant pour un peptide signal placee sous 
controle du second promoteur, 

5 ) Baculovirus recombinant selon 1 ' une 
quelconque des revendications 2 a 4, caracterise en ce 
qu'au moins une des sequences codant pour un peptide 
signal code pour un peptide signal d ' immunoglobuline . 

6) Baculovirus recombinant selon l*une 
quelconque des revendications 2 a 5, caracterise en ce 
que la sequence codant pour le domaine constant 
d' immunoglobuline est une sequence d'origine humaine. 

7) Baculovirus recombinant selon une 
quelconque des revendications la 6, caracterise en ce 
que I'un des promoteurs est le promoteur de la plO ou 
I'un de ses derives, et 1' autre promoteur est le 
promoteur de la polyedrine ou I'un de ses derives. 

8) Cellules d'insecte, caracterisee en ce 
qu'elles sont infectees par un baculovirus recombinant 
selon une quelconque des revendications 1 a 7 . 

9) Precede de preparation d'une 
immunoglobuline, caracterise en ce que 1 ' on met en 
culture des cellules d'insecte, infectees par un 
baculovirus selon I'une quelconque des revendications 1, 
2, ou 4 a 7 et en ce que 1 ' on extrait ladite 
immunoglobuline a partir du milieu de culture. 

10) Immunoglobuline, caracterisee en ce 
qu'elle est susceptible d'etre obtenue par le precede 
selon la revendication 9 . 



11) Precede de preparation d'un baculovirus 
recombinant selon une quelconque des revendications 1 a 
7, lequel precede est caracterise en ce que : 

1 ' on prepare un premier plasmide de 
trans fert comprenant une sequence codant pour au moins 
une partie de chaine H d ' immunoglobuline, sous controle 
transcriptionnel d'un premier promoteur fort d'un 
baculovirus, ou d'un derive dudit premier promoteur ; 

- I'on prepare un second plasmide de transfert 
comprenant la sequence codant pour au moins une partie de 
chaine L d ' immunoglobuline, sous controle 
transcriptionnel d'un second promoteur fort dudit 
baculovirus, ou d'un derive dudit second promoteur ; 

le premier et le second promoteur etant deux 
promoteurs differents ou des derives de promoteurs 
dif f erents ; 

- I'on precede a la recombinaison homologue de 
I'un et de 1' autre desdits plasmides avec I'ADN d'un 
baculovirus ; 

- apres replication de I'ADN viral dans les 
cellules transf ectees, I'on precede a la selection des 
baculovirus recombinants ayant integre la sequence 
heterologue . 

12) Precede selon la revendication 11, 
caracterise en ce que chaque plasmide de transfert 
utilise porte un insert comprenant ; 

- une cassette d' expression telle que definie 
dans I'une quelconque des revendications 1 a 7 et, de 
part et d' autre de cette cassette, des sequences de 
baculovirus homologues de celles des regions flanquant la 
portion du genome viral en remplacement de laquelle on 
souhaite inserer ladite cassette. 

13) Precede selon la revendication 11, 
caracterise en ce que lesdites sequences de baculovirus 
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sont homologues de celles des regions flanquant le gene 
de la plO, ou homologues de celles des regions flanquant 
le gene de la polyedrine . 
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